




III. METODE PELAKSANAAN 
3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan 
Penelitian dilakukan pada dua tempat yaitu di Laboratorium Bioteknologi, 
Laboratorium Biologi, dan Laboratorium Ilmu Teknologi Pangan Universitas 
Muhammadiyah Malang. Penelitian dimulai pada bulan Maret 2017 hingga 
September 2017. 
3.2 Bahan dan Alat 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain berupa tanaman 
tomat, tanah dan pasir steril, air, tisu steril, isolat Fusarium, sampel tanah, PDA, 
Oatmeal agar, Czapek Dox Agar (CDA), Cooke Rose Bengal Agar (CRBA), 
aquades steril, NaOCl 1%, FeSO4, MnCl2, ZnSO4, kapas, tisu.  
Beberapa alat yang digunakan untuk membantu dalam penelitian yaitu, 
lampu spirtus, scalpel, pinset, jarum preparat, jarum cut, mikroskop, cutter, 
polybag, spyer, tabung reaksi, timbangan analitik, aluminium foil, erlenmeyer 
haemocytomer, autoclave, Laminar Air Flow (LAF), gelas beaker, petridish steril, 
platik, karet, kain saring, spidol, kertas label. 
3.3 Rancangan Penelitian 
 Penelitian ini berupa penelitian dalam laboratorium. Penelitian ini 






3.4 Metode Pelaksanaan 
Penelitian  dilakukan dengan pengambilan sampel tanaman dan tanah dari 
2 lokasi yang berbeda dalam satu ketinggian di kecamatan Karangploso kabupaten 
Malang dengan ketinggian 678 m dpl dan 700 m dpl. 
                         
Gambar 4. Titik lokasi pengambilan sampel Tanaman dan tanah. Keterangan: A)   
Karangploso 678 m dpl, B) Karangploso 700 m dpl. 
3.5 Tahapan Penelitian 
3.5.1 Pembuatan Media  
a. Media Potato Dextrose Agar (PDA) 
1) Mengupas kentang dan memotong bentuk dadu kecil-kecil (1x1 cm). 
2) Menimbang 20 g dextrose, 20 g agar, dan 200 g potongan kentang untuk 1 
liter PDA. 
3) Merebus 800 ml aquades hingga mendidih dan memasukkan kentang kedalam 








4) Menyaring aquades rebusan kentang tersebut kemudian menambahkan dengan 
20 g agar, dan ditambahkan aquades sampai 1000 ml. 
5) Merebus kembali larutan tersebut sambil diaduk hingga mendidih dan 
menambahkan 20 g dextrose. 
6) Menuangkan larutan media ke dalam elemeyer untuk disteril dalam autoclave 
dengan suhu 121
0
 C selama 15 menit. 
b. Pembuatan Oatmeal Agar  
1) Menimbang oatmeal sebanyak 20 g dan agar 18 g untuk 1 liter media. 
2) Memanaskan 800 ml aquades dan memasukkan oatmeal, panaskan dengan api 
kecil selama 20 menit. 
3) Membuat larutan trace salts solution dengan komposisi FeSO4 1 g, MnCl2 1 g, 
ZnSO4 1 g. 
4) Bahan tersebut dilarutkan hingga homogen ke dalam 100 ml aquades. 
5) Menyaring oetmeal yang telah direbus untuk mendapatkan sarinya dan 
menambahkan dengan 18 g agar dan aquades hingga volume 999 ml. 
6) Memanaskan dan mengaduk larutan tersebut hingga mendidih. 
7) Setelah mendidih larutan dimasukkan ke dalam elemeyer untuk disterilisasi 
dengan autoclave pada suhu 121
0
 C selama 15 menit. 




c. Media Czapek Dox Agar (CDA) 
1) Menimbang bahan media diantaranya sukrosa 30 g, NaNO3 2 g, KH2PO4 1 g, 
MgSO4 0.5 g, KCl 0.5 g, FeSO4 0.01 g, dan agar 15 g. 





3) Memanaskan dan diaduk sampai larut dan mendidih. 
4) Mensterilkan larutan media dengan autoclave pada suhu 1210C selama 15 
menit. 
5) Mengaduk hingga homogen sebelum dituangkan ke dalam petridish steril. Jika 
diperlukan pengaturan keasaman pH 3,5 ± 0,2 dapat ditambahkan dengan 10 
ml asam laktat 10% per liter setelah sterilisasi. 
d. Media Cooke Rose Bengal Agar (CRBA) 
1) Menimbang bahan media diantaranya soy peptone 5 g, dextrose 10 g, KH2PO4 
1 g, MgSO4 0.5 g, agar 20 g, dan rose bengal 35 mg. 
2) Merebus bahan tersebut dengan aquades sebanyak 1000 ml. 
3) Memanaskan dan diaduk sampai larut dan mendidih. 
4) Mensterilkan larutan media dengan autoclave pada suhu 121oC selama 15 
menit. 
5) Untuk meningkatkan selektivitas media, ditambahkan dengan 35 µg 
chlortetracycline per ml setelah sterilisasi. 
6) Mengaduk rata dan menuangkan ke dalam petridish steril. 
3.5.2 Isolasi Patogen Fusarium oxysporum lycopersici 
 Patogen diambil dari beberapa bagian tanaman tomat dan tanah dengan 
tahapan isolasi sebagai berikut:  
a. Bagian Daun 
1) Mencuci bersih daun dengan air mengalir lalu mengeringkannya. 






3) Merendam potongan tersebut dalam larutan sodium hypoclotire (NaOCl) 3,5% 
selama 1 menit. 
4) Selanjutnya mencuci dengan aquades steril sebanyak 3 kali. Meletakkan pada 
tisu steril untuk dikeringkan. 
5) Memotong-motong sampel dengan ukuran 1 mm2 yang berisi bagian yang 
sehat dan sakit. 
6) Menumbuhkannya pada media PDA dan menginkubasi selama 7 hari. 
b. Bagian Batang 
1) Mencuci bersih batang dengan air mengalir lalu mengeringkannya. 
2) Memotong batang yang terinfeksi seluas 5-10 mm2 yang berisi bagian sehat 
dan yang terinfeksi dipotong mulai dari bagian yang sehat terlebih dahulu 
kemudian disayat menuju bagian yang terinfeksi. 
3) Merendam potongan tersebut dalam larutan sodium hypoclotire (NaOCl) 3,5% 
lebih lama dari isolasi daun, selama 2-3 menit bergantung pada tebal dan 
tipisnya jaringan yang disterilisasi. 
4) Selanjutnya mencuci dengan aquades steril sebanyak 3 kali. Meletakkan pada 
tisu steril untuk dikeringkan. 
5) Memotong-motong sampel dengan ukuran 1 mm2 yang berisi bagian yang 
sehat dan sakit. 
6) Menumbuhkannya pada media PDA dan menginkubasi selama 7 hari. 
c. Bagian Akar 





2) Memotong akar yang terinfeksi seluas 5-10 mm2 yang berisi bagian sehat dan 
yang terinfeksi dipotong mulai dari bagian yang sehat terlebih dahulu 
kemudian disayat menuju bagian yang terinfeksi. 
3) Merendam potongan tersebut dalam larutan sodium hypoclotire (NaOCl) 3,5% 
lebih lama dari isolasi daun, selama 2-3 menit bergantung pada tebal dan 
tipisnya jaringan yang disterilisasi. 
4) Selanjutnya mencuci dengan aquades steril sebanyak 3 kali. Meletakkan pada 
tisu steril untuk dikeringkan. 
5) Memotong-motong sampel dengan ukuran 1 mm2 yang berisi bagian yang 
sehat dan sakit. 
6) Menumbuhkannya pada media PDA dan menginkubasi selama 7 hari. 
d. Dari tanah 
1) Menyiapkan sampel tanah yang diambil dari sekitar perakaran tanaman tomat 
yang sakit. 
2) Menimbang tanah sebanyak 1 g dan mengencerkannya dalam tabung reaksi 
yang berisi aquades sebanyak 10 ml sebagai original inokulum. 
3) Mengisi 5 tabung reaksi dengan 9 ml aquades steril, lalu mengambil 1 ml 
larutan original inokulum menuangkan ke tabung reaksi 1 dan 
menghomogenkan dengan cara digoyangkan, mengambil 1 ml larutan dalam 
tabung reaksi 1 menuangkan ke dalam tabung reaksi 2, dilakukan berulang 
hingga tabung ke 5. 
4) Mengambil 100 µl larutan dalam tabung reaksi ke 4 dan 5 atau kerapatan 104 
dan 10
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5) Meratakan larutan yang dituang ke dalam media menggunakan spreader 
kemudian diinkubasi selama 7 hari. 
6) Memurnikan isolat jamur yang diduga Fusarium dengan melihat bentuk dan 
warna hifa. 
7) Mengambil sebagian tubuh jamur Fusarium dan meletakkan pada media PDA, 
kemudian menginkubasi selama 7 hari dan mengamati pertumbuhannya. 
3.5.3 Pemurnian Isolat Patogen Fusarium oxysporum lycopersici 
1) Memurnikan isolat jamur yang diduga jamur Fusarium oxysporum lycopersici 
dengan melihat bentuk dan warna hifa. 
2) Mengambil sebagian tubuh jamur Fusarium oxysporum lycopersici 
3) Meletakkan ke media PDA kemudian menginkubasi selama 7 hari dan 
mengamati pertumbuhannya. 
4) Koloni yang telah tumbuh kemudian ditanam kembali dalam media PDA 
dengan mengambil sebagian tubuh jamur Fusarium oxysporum lycopersici 
dan diinkubasi kembali selama 7-14 hari. 
3.5.4 Identifikasi morfologi makroskopis dan mikroskopis 
1) Secara mikroskopis, koloni yang tumbuh diidentifikasi berdasarkan Nelson 
dkk, (1994). Morfologi diidentifikasi berdasarkan karakterisasi dari hifa, 
makrokonidia, mikrokonidia, ukuran spora dan pertumbuhan koloni. 
Mengamati karakterisasi bentuk makronidia dan mikronidia dengan cara 
bagian tubuh jamur diambil sedikit dan diletakkan di atas kaca preparat yang 
telah ditambahkan sedikit air lalu diaduk dengan jarum inokulasi. Kaca 





2) Secara makroskopis, koloni yang tumbuh diidentifikasi secara visualisasi 
langsung berdasarkan karakterisasi warna koloni dan kepadatan koloni. 
3.5.5 Perhitungan jumlah spora Fusarium oxysporum lycopersici 
1) Menyiapkan alat dan bahan yang akan digunakan, antara lain mikroskop, 
haemocytometer, penutup preparat, pipet, batang penebar, beaker glass, 
aquades steril, alkohol, isolat Fusarium oxysporum lycopersici hand counter, 
kertas label dan alat tulis. 
2) Isolat Fusarium oxysporum lycopersici. dipanen dari dalam petri dengan cara 
menambahkan 20 ml aquades steril lalu menggesekkan celsprider dengan 
maksud supaya spora terlepas kemudian memasukkannya ke dalam beaker 
glass. Mengaduk hasil panen sampai homogen lalu mengambilnya 
menggunakan pipet tetes. 
3) Meletakkan haemocytometer pada meja mikroskop dan meneteskan suspensi 
tepat pada ruang hitungnya sebanyak 1 tetes. 
4) Menutup tetesan suspensi dengan penutup preparat dan dijaga agar tidak 
terjadi gelembung udara di dalam kotak-kotak haemocytometer. 
5) Preparat diamati menggunakan mikroskop dan dihitung jumlah spora dalam 
setiap kotak. 
Cara menghitung spora :  
1. Siapkan haemocytometer tipe neubauer improve, letakkan pada meja benda 






Gambar 5. Penutupan Haemocytometer dengan menggunakan gelas penutup 
2. Amati dengan perbesaran 100x, untuk mendapatkan bidang hitung pada 
haemocytometer. 
3. Teteskan suspensi spora secara perlahan pada bidang hitung dengan 
mikropipet hingga memenuhi kanal. 
 
Gambar 6. Penetesan suspensi pada bidang hitung 
4. Diamkan satu menit agar posisi stabil 
5. Ulangi pengamatan untuk memperoleh fokus pada spora dan bidang hitung 
6. Hitung jumlah spora yang terdapat pada kotak hitung pada 5 bidang pandang 
dengan perbesaran 400x menggunakan handcounter. Lakukan 2 kali 
penghitungan untuk tiap bidang hitung. 
 
Gambar 7. Perhitungan Spora 






3.5.7 Karakterisasi pertumbuhan 
Karakterisasi pertumbuhan dilakukan dengan menggunakan isolat 
Fusarium oxysporum lycopersici murni, kemudian diperbanyak untuk ditanam 
pada media OA, CDA, CRBA dan PDA (HiMedia, 2015). Diinkubasi sesuai 
parameter karakterisasi pertumbuhan. Pengujian ini menggunakan 1 isolat untuk 4 
jenis media. Setiap jenis isolat yang ditanam diulang 4 kali pada tiap jenis media. 
Tahapan karakterisasi pertumbuhan meliputi: 
1) Diameter dan ketebalan isolat, dilakukan dengan cara menumbuhkan isolate 
Fusarium oxysporum lycopersici murni pada 4 jenis media yaitu Potato 
Dextrose Agar (PDA) (HiMedia, 2016), Czapek Dox Agar medium (CDA), 
Cooke’s Rose Bengal Agar medium (CRBA) dan Oatmeal Agar medium (OA) 
(HiMedia, 2015). Masing-masing petridish diisi dengan media sebanyak 20 
ml. Meletakkan 5 mm isolate Fusarium oxysporum lycopersici di tengah 
media dan diinkubasi pada suhu 28±2
o
C (Pratomo, 2006).  
2) Jumlah populasi spora, dilakukan dengan cara memotong 5 mm kultur murni 
isolat Fusairum oxysporum pada bagian tepi dengan menggunakan cork borer, 
kemudian ditambahkan air steril sebanyak 10 ml ke dalam tabung reaksi dan 
dihomogenkan dengan cara dikocok, kemudian diamati dengan 
haemocytomer. 
3) Warna dan kepadatan koloni, setelah koloni isolat  Fusarium oxysporum 
lycopersici terbentuk pada umur 3, 6, dan 9 hari setelah ditumbuhkan pada 4 
jenis media berbeda (Barnet and Hunter, 1972). 
4) Bentuk dan ukuran spora, dilakukan secara mikroskopis menggunakan 





masing-masing media diambil sedikit dan diletakkan di atas kaca preparat 
yang telah ditambahkan sedikit air lalu diaduk dengan jarum inokulasi. Kaca 
preparat ditutup dengan cover glass dan diamati dengan mikroskop untuk 
bentuk spora makronidium atau mikronidium. Ukuran spora dilakukan setelah 
mengambil gambar dengan cara snapshot melalui aplikasi yang terhubung 
dengan mikroskop kamera binokuler, kemudian melakukan pengukuran 
menggunakan measurement-line dengan cara menyorot obyek bentuk spora 
yang telah di snapshot. Setelah itu akan muncul ukuran spora dalam bentuk 
satuan mikometer. 
5) Laju pertumbuhan,  dilakukan dengan menggunakan media cair (tanpa agar) 
dari media PDA, OA, CDA, CRBA.  Isolat yang telah ditumbuhkan di 100 ml 
media cair ke dalam botol dan disimpan selama 7 hari pada suhu 28±2
o
C. 
Setelah isolat  berumur 7 hari, miselium disaring dengan kertas saring 
Whatman no. 42 dan dikeringkan pada suhu 60
o
C menggunakan oven 
kemudian ditimbang dengan menggunakan timbangan analitik (Pratomo, 
2006). 
3.6 Pengamatan 
a. Isolasi patogen Fusarium oxysporum lycopersici 
Tahap pengamatan isolasi tanaman tomat yang terserang dilakukan dengan 
cara mengamati potongan isolat bagian daun, batang, akar dan isolat dari tanah 
sakit yang ditanam pada media PDA yang berumur 7 hari setelah diinkubasi. 
Selanjutnya isolat diamati dengan melihat dugaan isolat tersebut termasuk jenis 
Fusarium oxysporum lycopersici untuk selanjutnya diperbanyak atau dimurnikan 





tersebut benar-benar termasuk Fusarium oxysporum lycopersici, dilakukan 
pengamatan secara mikroskopis untuk melihat bentuk spora makronidium, 
mikronidium dan miselum dari jenis Fusarium oxysporum lycopersici. 
b. Karakterisasi Isolat Fusarium oxysporum lycopersici 
Selain itu juga diamati karakterisasi pertumbuhan isolat Fusarium 
oxysporum lycopersici seperti diameter pertumbuhan, ketebalan isolat, jumlah 
populasi spora, laju pertumbuhan, kepadatan koloni, warna koloni dan bentuk 
spora. Adapun cara pengamatan sebagai berikut:  
1)  Diameter pertumbuhan dan ketebalan isolat, diameter pertumbuhan diamati 
dengan cara mengukur pertumbuhan miselium isolat Fusarium oxysporum 
lycopersici dari setiap ujung pertumbuhan miselium pada petridish 
menggunakan penggaris. Pengukuran diameter pertumbuhan dilakukan 2 kali 
pada setiap sampel secara horizontal dan vertical, kemudian diambil nilai 
rerata diameter pertumbuhan (Pratomo, 2006). Ketebalan isolat diamati 
dengan cara mengukur dari tepi petridish dan diukur ke atas secara vertikal 
menggunakan penggaris. Pengukuran dilakukan pada isolat umur 3, 6, dan 9 
hari. 
  
Gambar 8. Teknik Pengukuran Isolat Fusarium oxysporum lycopersici. 






2) Jumlah populasi spora, diamati dengan cara menghitung jumlah spora 
menggunakan haemocytometer, hitung rata-rata spora dalam setiap 16 kotak 
kecil secara pengamatan diagonal. . Perhitungan 
dilakukan pada isolate umur 6 hari. 
3) Laju pertumbuhan, diamati dengan cara menimbang bobot kering konstan 
isolat Fusarium oxysporum lycopersici menggunakan timbangan analitik  
(Pratomo, 2006). 
4) Warna dan kepadatan koloni dapat diamati secara visualisasi langsung dari 
masing-masing isolat dipetridish (Barnet and Hunter, 1972). 
5) Bentuk dan ukuran spora diamati secara mikroskopis menggunakan 
mikroskop kamera binokuler dengan cara mengambil sedikit bagian isolat 
kemudian diletakkan pada kaca preparat ditetesi air sedikit kemudian 
dihomogenkan dan ditutup dengan cover glass. Selanjutnya didokumentasikan 
sesuai perbesaran. Ukuran spora dilakukan setelah mengambil gambar dengan 
cara snapshot melalui aplikasi yang terhubung dengan mikroskop kamera 
binokuler, kemudian melakukan pengukuran menggunakan measurement-line 
dengan cara menyorot obyek bentuk spora yang telah di snapshot. Setelah itu 
akan muncul ukuran spora dalam bentuk satuan mikometer (Barnet and 
Hunter, 1972). 
3.7 Analisis dan Penyajian Data 
Data karakterisasi morfologi isolat disajikan dalam bentuk deskriptif serta 
dibandingkan dengan literatur. Data disajikan dalam bentuk tabel dan gambar. 
Data di analisis menggunakan Analisis varian (Anova) dengan uji banding BNJ 
5%. 
